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@ Pyrimido(4,5b)(1,4)thiazine und Verfahren zu ihrer Herstellung.

&) Die vorliegende Erfindung betrifft 7H-Pyrimido[4,5b]-
[1,4]thiazine der Formel |,

CH,OH
R = NH,,0H
/k R, = H, Ikyl

< die durch Cychs:erung aus den entsprechenden Pyrimi-
dinen und a-Halogenketonen erhalten werden.
Diese Verbindungen inhibieren die «de novo»-Bio-
N synthese der Folsdure in Mikroorganismen und hemmen
If) dadurch deren Wachstum. Sie konnen deshalb in phar-
makologischen, klinischen und diagnostischen Untersu-
chungen, die die Eigenschaften von Bakterien betreffen,
W™ eingesetzt werden. Als Bakteriostatika vermindern diese
Verbindungen die Vermehrungsgeschwindigkeit von Mi-
° kroorganismen bei einer Konzentration von = 100 ymol/l.
Dariiber hinaus wirken Kombinationen dieser Sub-
stanzen mit Sulfonamiden und/oder Dihydrofolsdurereduk-
tasehemmern vom Typ des 2,4-Diamino-5-(3',4',5"trimeth-
o oxybenzyl)-pyrimidins (TMP) durch sequentielle Blockade
“l zweier Enzyme synergistisch, was durch Bakterienver-
mehrungskinetik gezeigt werden kann.

Diese wechselseitige Potenzierung der Wirkung ein-
zelner Hemmstoffe verzogert die Resistenzentwicklung
von Mikroorganismen und erweitert das Spektrum der
antimikrobiellen Wirkung dieser Kombination, da auch
Organismen, die nur gering gegen die einzelnen Sub-
stanzen empfindlich sind, durch die Kombination in
ihrem Wachstum stark gehemmt werden konnen.
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zu ihrer Herstellung.

Die Erfindung betrifft neue Verbindungen sowie Kombinationen

mit diesen Verbindungen und ihre Herstellung bspw., zur Behand-

lung von Mikrobeninfektionen,

Die neuen Verbinduneen haben die allgemeine Formel (I) -Figur 1
der Zeichnung- oder eine téutomere Form derselben, worin R eine
Amino- oder Hydroxysruppe und die Reste R, “wad R, gleich oder
verschieden und jeder dieser beiden-Reste unhbhingig voneinander

eine Niedrigalkylgruppe oder Wasserstoff ist.

Es wurde gefunden, daB die neuen Verbindungen bazw, ihre Derivate
oder Salze als Antagonisten des mikrobiellen Metabolismus vor-

teilhaft brauchbar sind.

Die gefundenen Verbindungen der Formel (I) konnen nach der vor-
liegenden Erfindung wie folgt hergestellt werden (s. Formelschema
nach Fig. 1): Man setzt eine Verbindung der¥’Formel (II) mit einer
Verbindung der Formel (TIII) um, wobei Hal ein Halogen wie Chlor

Brom oder Jod bedeutet und R eine Amino- oder Hydroxysgruone und

die Reste Ry wnd Ry ,945cn oder verschieden und jeder dieser

beiden Reste unabhingig voneinander eine Nitedrigalkylgrupve oder
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oder Wasserstoff ist, und isoliert die so =zebildete Verbindung.

In diesem Verfahren unterwirft man eine Verbindung des Tyns (II)
einer Cyclisierungsreaktion mit einem Halogerhydroxyaceton-

derivat (III), wobei R, R1, 32 und Hal die vorgenannten Bedeutungen
haben. Verbindﬁngen der Formeln (II) und (III) ktnnen mittels

bekannter Standardreaktionen hergestellt werden.

Unter der verwendeten Bezeichnung "Niedrigalkylgrunpe" ist eine

gerade Alkylgruope zu verstehen, die 1 bis 3 Kohlenstoffatome hat.

Die neuen Verbindungen und ihre Salze inhibiefen eines der

Enzyme , die bei einer Biosynthese der Dihydrofolsdure von Be-
deutung und daher fiir das Wachstum von ¥ikroorganismen, z. B.
Bakterien, essentiell sind. Die neven Verbindungen konnen deshalb
in pharmakologischeﬁ Untersuchungen in vitro, in klinischen und
diagnostischen Untersuchungen, die beispielsweise die Eigenschaften
von Bakterién betreffen, verwendet werden., Wenn sie als
Baktefiogtatika verwendet werden, verursachen die Verbindungen

eine Reduktion der Vermehrung von Mikroorganismen bei einer

Konzentration von 100/um01/1.

Es wurde auBerdem gefunden, daB diese Verbindungen synergistisch
sowohl mit Sulfonamiden als auch mit Dihydrofolsdurereduktase-
hemmmern vom Typ des
9,4-Diamino-5-(3',4',5"'-trimethoxybenzyl)-pyrimidins (TMP)

sowie deren Kombination wirken kﬁnneh. Die starke wechselseitige
Potenziérung der antibakteriellen ¥irkungen iét Folge einer
sequentiellen Blockade der FolsZurebiosynthese, Der Bereich der
durch solche Kombinationen ausgeiibten antimikrobiellen Wirkung
ist betrichtlich groBer als er aus der Aktivitat von einer der

Drogen zu erwarten war.
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Organismen, die nur gering gegen die einzelnen Mittel empfindlich
sind, werden bzw, sind gegeniiber diesen Kombinationen hoch |
empfindlich, Die Resistenzentwicklung wird deutlich verzdgert,
Die Mikrobeninfekfionen, gegen die diese Kombinationen wirksam
sind, sind Infektionen, die von solchen Bakterien verursacht
werden, die wenigstens einen wesentlichen Teil ihres Tetrahydro-
folat-Kofaktorbedarfs bilden, Im besonderen sind diese infigzierten
Mikroorganismen solché, die ausreichend die hier beschriebenen
Kombinationen absorbieren und in denen diese Kombinationen eine
syhergistische Wirkung in der Weise ausiiben, daB sie .die
"de novo"-Synthese der bendtigten Tetrahydrofolat-Kofaktoren

beeintrdchtigen bzw. unterbinden,

Es wurde im besonderen gefunden, daB, wenn Verbindungen der
Formel (I) - Fig. 1 - mit einer Menge eines Sulfonamids ﬁnd/oder
eines Hemmstoffs vom Typ des 2,4-Diamino-5-(3',4',5'-trimethoxy-
benzyl)-pyrimidins (TMP) kombiniert werden, die als solche
gewohnlich nicht ausreichend ist, als antimikrobielles Mittel
wirksam zu sein, die Kombinatidn einer Verbindung der Formel (I)
mit dieser normalerweise nicht wirksamen Menge des Sulfonamids
und/oder des Hemmstoffs vom Typ des genannten Pyrimidins (TMP)
eine Mischung bildet, die als wirksames Mitfel gegen Nikroben
wirkt., Dies ist besonders dann von Bedeutung, wenn die Menge

der Verbindung der Formel (I) so gering ist, daB sie im wesent-
lichen Bei der gegebenén Menge keine Mikrobenwirkung hat, aber
in der Kombination eine Potenzierung eintritt, die in einigen
Fdllen sehr stark ist. Es ist daher unter Verweﬁdung einer wirk-
samen potenzierenden Menge einer Verbindung der Formel (I)
zusammen mit dem Sulfonamid und/oder dem DHF-Reduktase-Hemmstoff

vom Typ des erwdhnten Pyrimidins (TMP) mdglich, die Menge des

FB-D-1/80 : =5 -
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Sulfonamids und/oder des DHF-Reduktase-Hemmstoffs vom Typ des
erwdhnten Pyrimidins (TMP), die zur Inhibierung des Wachstums

dieser Bakterien erforderlich ist, wesentlich zu verringern.

Entsprechend den voraussgegangenen Ausfiihrungen bedeutet die
Bezeichnung "eine wirksame WVenge", sowelt sie in Verbindung mit
den Bezeichnungen "DHF-Reduktase-Hemmstoff vom Tyo des
2,4-Diamino-5-(3',4"',5"'-trimethoxybenzyl)-oyrimidins (TWP)"

und "Sulfonamid" verwendet wird,

entweder (a) eine Menge des DHF-Reduktasehemmers vom Typ des
2,4-Diamino~5-(3"',4',5'-trimethoxybenzyl)-nyrimidins (TMP)

oder Sulfonamids, die zu einem gewissen Grad als Mittel gegen
Mikroben wirksam ist, die aber durch die Verwendung einer Ver-
wendung einer Verbindung der Formel (I) potenziert wird,

oder (b) eine Menge DHF-Reduktase-Hemmstoff vom Typ des
2,4-Diamino-5-(3',4',5"', trimethoxybenzyl)-pyrimidins (TMP) oder
Sulfonamid, die als Mittel gegen Mikrében nicht wirksam ist,
die aber, wenn sie mit einer Verbindung der Formel (I) kombiniert
wird, eine Zubereitung bildet, die ein wirksames Mittel éegen

Mikroben ist.

Unter einer "wirksamen potenzierenden Menge" ist eine Menge der
Verbindung der Formel (I)-Fig. } - zu verstehen, die die Wirk-
samkeit eines DHF-Reduktase-Hemmstoffs vom Typ des
2,4-Diamino-5-(3',4',5"'-trimethoxybenzyl)-pyrimidin und/oder
Sulfonaﬁids so erhtht, daB eine verbesserte oder ausreichende

Wirksamkeit fiir die gesamte Kombination erreicht wird,

Die Verh&ltnisse, in denen die antimikrobiell wirksamen Verbin-
dungen der Formel (I) in den hier beschriebenen Kombinationen

verwendet werden, kOnnen in weiten Grenzen variieren, Abhingig

FB-D-1/80 - 6-
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von der Natur und den Umst&nden der Verwendung k&nnen Mischungen
der Verbindungen der Formel (I) zusammen mit dem Sulfonamid und/
oder dem DHF-Reduktase-Hemmstoff vom Tyo des erwdhnten Pyrimidins

mit entsprechenden Anteilen und Dosierungen gewdhlt werden.

Die potenzierende Wirkung der Verbindungen der Formel (I) kann
in vitro relativ leicht durch den RShrchenverdiinnungstest (MHK)

und/odef bakterienkinetische Untersuchungen gezeigt werden.,
Im folgenden wird ein Ausfihrungsbeispiel der Erfindung beschrieben:

2-Amino~4-hydroxy-5-nitro-6-mercaptopyrimidin (II; R=OH)

(1.59g‘§ 10mmol) wurde bei Raumtemveratur unter Stickstoff

in 100 ml wasserfreiem Methanol, welches 440 mg Natriumhydroxyd
r(é 11 mmol) enthielt; unter Rﬁhreﬁ éelﬁst. Zur resultierenden
hellgelben Lisung wurde eine Lﬁsung von
1-ﬁydroxy—3-jodpropanon—(2)(III; R1=R2=H,,Hai=J) (2,22 2 11 mmol)
'in 100 ml Methanol wihrend einer Stunde hinzugétropft und die
erhalteﬁe Mischung zwel weitere Stunden unter Stickstoffigerﬁhrt.
.Dann-wurde vom Ausgefallenen abfiltriert, das Filtrat mit eihem
halben Tropfen Eisessig neutralisiert und das Lﬁsungsmitfel im
 Vakuum weitgehend entfernt, Die ausgefallene gelbe Substanz wurde
abfiltriert, mit ¥ethanol gewaschen und im Vakuum iiber Phosphor-
pentoxyd getrocknet. Die Ausbeute des éo erhalteﬁen neuen Stoffs
2—Amino-4—hydroxy—6;hydroxymethyl-TH—Dyrimido]},5b]ﬁ,4]thiazin
(I; R=0H, R,=R,=H) |

betrug 1.1g £°51.9 %4, der Schmelzpunkt 300°C.

Weitere erfindungsgemidfe Verbindungen kdnnen analog zum

beschriebenen Vérfahren hergestellt werden.

FB-D-1/80 | | - T-
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Potentielle‘Folséureantagonisten der Formel (I) ugdorisc)n?big-sz
nationen derselben mit Sulfonamiden und/oder DHF~-Reduktase-
Hemmstoffen vom Typ des
2,4-Diamino-5-(3',4',5'-trimehoxybenzvl)-pyrimidins (TMP)
konnen auf ihre eigene und in Kombination potenzierte
antimikrobielle Wirkung mit Hilfe der Bakterienvermehrungs-
kinetik wie folgt geprift werden: | 7
Es werden zu Bakterienkulturen (Beispiel E.coli) in der
logarithmischen Wachstumsvhase die genannten Inhibitoren
allein oder in den oben beschriebenen Kombinationen hinzu-
gefiigt. Die Verd@nderung der Zahl der Bakterien als Funktion
der Zeit wird mit einem Coulter Counter (Gesamtkeimzahl);r
bzw, mit Hilfe der Kolonienzdhlung (Plattentest;Lebendkeim-
zahl) ermittelt. Die Vermehrungskurven werden bei Abwesen-
heit und bei Anwesenheit der Hemmstoffe und ihrer oben
beschriebenen Kombinationen ermittelt. Die aus ihnen
ermittelten Anderungen in den Vermehrungsgeschwindigkeiten
sinQein Mal fiir die antibakterielle Wirkung.

Die Figur 2 der Zeichnung zeigt:

- Typische Vermehrungskurven von E.coli(mutaflor)(Temperatur: 3700,
Nahrfliissigkeit: modifizierter Sauton) in Gegenwart von 2-Amino-
4—hydroxyf6-hydroxym£thy1-7ﬂkpyrimido[5,5b][1,4]£hiazin (1, B = om,
R, =R, = H)(PTZ), Sulphisoxazol(SMZ) und Trimethoprim (TMP) allein
und in Kombinationen wie oben beschrieben. TMP wurde 1,5 Stunden
spater als die anderen Verbindungen der Kultur zngesetzt. Die Kur-
ven (Symbol), Hemmstoffkonzentrationen (umol/l) und beobachtete

Vermehrungsgeschwindigkeitskonstanten kbeob (10 sec—i) warens

1. Coulter Counter (Gesamtkeimzahl)

(x) 0.0 sMZ, 0.0 PTZ, 0.0 TMP, 3.9%; (e) 2.0 SMZ, 0.0 PTZ, 0.0 TMP,

1.06; (o) 0.0 sMZ, 75.0 PTZ, 0.0 T™MP, 3.82; (4) 0.0 SMZ, 0.0 PTZ,

0.k ™42, 0.72; (A) 2.0 SMZ, 75.0 PTZ, 0.0 TMP, 0.58; (2) 2.0 SMZ,

0.0 PTZ, 0.% TMP, 0.0; (v) 0.0 SMZ, 75.0 PTZ, 0.4 TMP, 0.12; (y) 2.% SMZ,
75.0 PTZ, 0.4 TMP, 0.0.

2. Plattentest (Lebendkeimzahl) 7
(¢) 2.0 sMZ, 0.0 PTZ, 0.4 TMP, -~ 0.67; (w) 0.0 SMZ, 75.0 PTZ, 0.% TMP,
-0.11; (#) 2.0 s¥Z, 75.0 PTZ, 0.k TMP, -0.43.

FB-p-1/80
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Patentansgpriiche:
1. Verbindungen derlgormel (I) oder eine tautomere Form derselben,
NéLIfN\ CH,0H
HéN/i§N sj££;1
worin R eine Amino-~ oder Hydroxygruppe und die Reste Rl und R2
gleich oder verschieden und jeder dieser beiden Reste unabhidngig

voneinander eine Niedrigalkylgruppe odexr Wagserstoff ist.

2. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel (I) oder
eines Salzes dieser Erfindung, dadurch gekénnzeichnet, daB man
eine Verbindung der Formel (II) umsetzt mit einer Verbindung der

Formel (III), =R

N N, 8

o | HalCR,R_~C~CH.OH
HéNal\N SH 172 2

(11) (111)

wobei Hal ein Halogen wie Chlor, Brom oder Jod bedeutet und die
Reste R, R1 und R2 die in Anspruch 1 definierte Bedeutung haben,

und die so gebildete Verbindung (I) isoliert.

3. Die Anwendung der Verbindungen der Formel (I) gemd Anspruch 1
in Mischungen mit Sulfonamiden und/oder Dihydrofolsdurereduktase-
 Hemmgitoffen vom Typ des 2,4-Diamino-5-(3-;4-,5--trimethoxybenzyl)-

pyrimidins als Kombination in pharmazeutigschen Prdparationen.

FB-D-1/80 : , -9 -
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Figur 1
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